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5.1.2 Significance of results              
We have characterized the widely used but poorly understood in vitro shoot meristem 
induction system.  We show that this system is useful for study of how auxin and 
cytokinin regulate reestablishment of the shoot stem cell niche.  We show how 
induction of broad cytokinin receptor expression during auxin pre‐treatment during 
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callus growth may underlie the enhanced regeneration from callus as compared to 
untreated tissue explants.  Our results lead to a testable model for how the shoot stem 
cell niche is reestablished de novo during regeneration.  This work may allow design and 
manipulation of patterning during plant regeneration in predictable ways.  If our model 
is correct both the size of regenerating structures as well as the frequency of 
regeneration could be manipulated.  Furthermore, the particular type of Turing‐like 
mechanism discussed here may be the first example of its kind and therefore be an 
important model for researchers investigating patterning in plant development and 
other fields. 
5.2 Cytokinin‐regulated patterning of gene expression and SAM zonation    
Plants ranging from the small weed Arabidopsis to the Giant Sequoia tree (arguably 
ranking as the world’s largest individual organism) maintain growth of stems, leaves, 
flowers, and branches through the action of stem cells.  A central unanswered question 
in stem cell biology, both in plants and in animals, is how the spatial organization of 
stem cell niches are maintained as cells move through them, differentiating along the 
way.  Previous studies suggested that WUSCHEL regulates SAM function through 
controlling activation of a signal transduction pathway regulated by the plant hormone 
cytokinin (Leibfried et al., 2005).  However, it was unclear whether cytokinin signaling 
itself had any patterning role within the shoot stem cell niche.  
5.2.1 Summary of results  
In this study, we show that cytokinin plays an important role in patterning the shoot 
stem cell niche.  We provide evidence that a gradient of cytokinin signaling decreasing 
from the center of the SAM acts as spatial reference to inform cells of their position 
within the stem cell niche.  Furthermore, we show that different genes can be activated 
through the cytokinin signaling pathway in a threshold‐dependent manner.  Based on 
these data we develop a computational model in which interactions between 
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components within the network predict their relative patterning, which we confirm 
experimentally.  This study reveals that cytokinin signaling acts as a spatial cue which 
triggers domain‐specific gene expression as cells pass through different zones of the 
SAM.  This result also explains a critical aspect of de novo plant regeneration in tissue 
culture, that is, how increasing cytokinin concentration leads to broad expression of 
WUSCHEL which leads to reestablishment of the shoot stem cell niche in vitro.     
     
5.2.2 Significance of results 
Our results indicate that high levels of cytokinin signaling within the rib meristem of the 
shoot stem cell niche promotes WUS expression in these cells.  WUS is known to non‐
cell autonomously promote shoot stem cell fate in overlying CZ cells which in turn 
produce secreted CLV3 peptide.  CLV3 peptide is thought to diffuse through the 
meristem and bind to CLV1 receptor initiating a signal transduction cascade that leads 
to WUS downregulation.  This negative feedback loop restricts WUS expression within 
the shoot meristem (Clark, 2001).   
However, some evidence suggested that a positive WUS promoting signal might 
emanate from the stem cells in the shoot apex to preserve the position of the rib 
meristem relative to the stem cells as cells individual cells comprising the rib meristem 
are displaced into the growing stem (Tucker and Laux, 2007).  In rice, the LONELY GUY 
(LOG) gene encodes an enzyme that converts inactive cytokinin into the active free base 
form.  LOG gene expression is localized to the shoot meristem apex overlapping with the 
shoot stem cell domain (Kurakawa et al., 2007).  Thus, LOG activity in the shoot stem 
cells may release active cytokinins which are perceived by cells in the rib meristem and 
initiate cytokinin signaling leading to WUS production.  Consistent with this hypothesis, 
rice log mutants have smaller shoot meristems which prematurely terminate (similar to 
WUS loss of function mutants) (Tucker and Laux, 2007).  In Arabidopsis, the expression 
of a gene homologous to the rice LOG gene is also specifically expressed in the apical 
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shoot stem cells providing support for a similar picture as in rice (Yadav et al., 2009).  In 
this model, active cytokinins are produced in apical stem cells and diffuse down to 
underlying rib meristem cells where they bind to cytokinin receptor in rib meristem cells 
to activate WUS expression.  If this is correct, then cytokinin acts as a diffusible 
messenger within the meristem to mediate communication between the apical shoot 
stem cells and the underlying rib meristem.  As the stem cells in the shoot apex grow 
upwards, the release of active cytokinins from these cells would shift the domain of 
WUS expression upwards as well, leading to a standing wave of WUS expression relative 
to the apical stem cells.  Additional signals must be required for positioning cytokinin 
receptor expression within the rib zone as shown in our study.  Our preliminary data 
suggests that this signal is not cytokinin itself but could be auxin (data not shown). 
 
5.3 Feedback model of cytokinin signaling 
There is putative redundancy at every step of the hybrid two component signaling 
pathway activated by the plant hormone cytokinin in Arabidopsis.  At least three 
transmembrane receptors are activated by cytokinins which phosphorylate at least five 
histidine phosphotransfer proteins.  This phosphorylation is then transferred to one of 
11 Type‐B ARRs, many of which regulate gene transcription while others mediate their 
function through unknown mechanisms (To and Kieber, 2008).  Alternatively 
phosphorylation can be potentially transferred to one of 12 type‐A ARRs negatively 
feedback on signaling through either competition for phosphorylation with Type‐B ARRs 
or through an unknown mechanism (Muller and Sheen, 2008; To et al., 2007).   
5.3.1 Summary of results  
In this investigation we showed that individual cytokinin receptors signal through 
partially insulated antagonistic pathways to regulate expression of WUS and Type‐A ARR 
transcription.  Furthermore we discover an additional level of negative feedback 
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regulation on cytokinin‐induced WUS expression by showing that AHP6 limits the 
cytokinin‐induced excess stem cell phenotype during floral development.   
5.3.2 Significance of results 
We show that AHK2 pathway activation leads to induction of WUS which directly 
suppresses Type‐A ARR (ARR5,6,7,15 ) expression. In contrast, Type‐A ARRs such as 
ARR5 are activated through the AHK3 pathway and suppress WUS induction by 
antagonizing the AHK2 pathway.  Therefore, our results demonstrate previously 
unappreciated specificity in two component cytokinin signaling in Arabidopsis.  Our 
results also indicate that the ratio of AHK2 to AHK3 signaling within a cell could play a 
significant role in influencing the spatial expression of ARR5 and WUS.  Cells expressing 
only AHK3 would express only ARR5, while cells with a high ratio of AHK2 to AHK3 would 
express WUS and thus lower levels of ARR5.  Controlling the ratio of the two receptors 
within cells could allow fine tuning of cytokinin‐induced gene expression.  Further 
studies will show that differences in spatial expression of the three cytokinin receptors 
plays a role in patterning of the shoot stem cell niche. 
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